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Resumo

Objetivo

Avaliar o efeito da administracdo intramuscular de artemether a camundongos
infectados experimentalmente por Schistosoma mansoni no momento da infecgao,
durante a maturag@o dos esquistossdmulos e ap6s iniciada a oviposi¢ao.

Métodos

Oitenta camundongos Balb/c, fémeas adultas, foram divididos em oito grupos com
10 animais cada. Sete grupos foram infectados por S. mansoni empregando-se 60
cercarias para cada animal, inoculadas por via subcutanea; o grupo restante foi
mantido sem infec¢do. Entre os sete grupos infectados, seis foram tratados com
artemether, segundo o seguinte esquema: trés grupos receberam dose correspondente
a 100 mg/kg no dia 0, 20 ou 60 apds inoculagdo das cercarias; os demais receberam
50 mg/kg de artemether, no mesmo periodo que os lotes anteriores. Da9’, 10°e 11"
semanas ap0s infec¢ao os camundongos infectados por S. mansoni foram submetidos
a exames de fezes pela técnica de Kato-Katz. No 80’ dia do experimento, os animais
sobreviventes foram sacrificados e submetidos a perfusdo do sistema porta para
recuperacdo de vermes. Determinaram-se, nessa ocasiao, os pesos corporal, hepatico
e esplénico de cada animal.

Resultados

Observou-se queda na oviposi¢do e no nimero de vermes recuperados entre os
camundongos tratados com artemether (50 ou 100 mg/kg) no 20" dia apds infecgdo. A
diminuigao do niimero de vermes foi mais expressiva no caso de fémeas de S. mansoni.
Verificou-se, ainda, diminuic¢ao significativa nos pesos hepatico e esplénico entre os
animais tratados com 50 e 100 mg/kg de artemether no 20" dia e também entre os que
receberam a droga na dose de 50 mg/kg 60 dias apos infecgao.

Conclusdes

Ficou evidenciada a atividade anti-Schistosoma do artemether, mesmo ao se empregar
dose correspondente a 50 mg/kg, quando a droga foi administrada durante o periodo
de maturagao dos esquistossdmulos no sistema porta do hospedeiro vertebrado.
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infected with Schistosoma mansoni, at the time of infection, during schistosomula
maturation and after the beginning of egg-laying.

Methods

Eighty adult females Balb/c mice were divided into 8 groups with 10 animals each.
Seven groups were infected with S. mansoni using 60 cercariae for each animal,
inoculated subcutaneously, and the remaining group was maintained without infection.
Among the seven infected groups, six were treated with artemether, according to the
following schedule: three groups received doses of 100 mg/kg on days 0, 20 or 60
after inoculation of the cercariae; the other three received 50 mg/kg of artemether,
also ondays 0, 20 or 60. At the end of the 9", 10" and 11" weeks after infection all the
mice infected with S. mansoni were submitted to fecal examination using the Kato-
Katz technique. On the 80" day of the experiment, the surviving animals were sacrificed
and submitted to perfusion of the portal system in order to recover the worms. Body,
liver and spleen weights of each animal were determined at that time.

Results

A reduction in egg-laying and the number of worms recovered was observed in mice
treated with artemether (50 or 100 mg/kg) on the 20" day after infection. The decrease
in the number of worms was more notable among S. mansoni females. A significant
decrease in liver and spleen weights was also seen on the 20" day among animals
treated with 50 or 100 mg/kg of artemether and also among those that received the
drug at a dose of 50 mg/kg 60 days after infection.

Conclusions

Evidence of the antischistosomal activity of artemether was shown, even at a dose of
50 mg/kg, when the drug was administered during the schistosomula maturation
period in the portal system of the vertebrate host.

INTRODUCAO

Acredita-se que existam no Brasil no minimo 2,5
milhdes de portadores de esquistossomose mansoni
e cerca de 25 milhdes de individuos expostos aos
riscos de contrai-la.’

Duas drogas tém sido amplamente usadas no trata-
mento da doenga com boa eficacia e baixa toxicidade:
oxamniquine e praziquantel, ocorrendo preferéncia
pelo uso do segundo nos ultimos anos. Em vista do
possivel desenvolvimento de tolerancia ou resistén-
cia ao praziquantel, justifica-se a pesquisa ¢ produ-
¢do de novas drogas para prevencdo ¢ cura da
esquistossomose mansoni.*

Os derivados da artemisinina, usados com eficacia
no tratamento da malaria, também revelaram ativida-
de anti-Schistosoma, especialmente o artemether. A
acdo esquistossomicida da artemisinina foi descoberta
em 1980 por cientistas chineses: a droga administra-
da a animais infectados experimentalmente com
Schistosoma japonicum provocou marcada redugdo
da carga de vermes quando comparada com a dos
animais controle nao tratados (Chen et al apud
Utzinger et al,!! 2001).

Em 1982, Le et al” confirmaram a propriedade
esquistossomicida do artemether: Camundongos ou
caes infectados com S. japonicum e tratados com esta

droga em doses variadas e utilizando diferentes vias
de administragdo mostraram redugdo significativa na
carga de vermes. As fases larvarias (esquistossomulos)
de S. japonicum mostraram-se também suscetiveis ao
artemether. Porém, ndo foi observado nenhum efeito
sobre os ovos do trematodeo.'’ Estudos subseqiientes
confirmaram as propriedades esquistossomicidas para
outros derivados da artemisinina: artesunato,®
arteether' e, recentemente, para a dihidroartemisini-
na.! Em 1991, Aragjo et al,> no Brasil, estudaram a
atividade do artemether em hamsters e camundongos
infectados experimentalmente por S. mansoni 45 dias
apos a penetragdo das cercarias. Observaram, ainda,
melhores resultados quando a droga foi administrada
por via intramuscular.

No presente trabalho procurou-se avaliar o efeito
da administra¢do intramuscular de artemether em ca-
mundongos experimentalmente infectados com S.
mansoni no momento da infec¢do, durante a
maturacdo dos esquistossomulos e ap6s o inicio da
oviposicdo.

METODOS

Foram utilizados 80 camundongos da linhagem
Balb/c, fémeas adultas, divididos em oito
subgrupos: seis infectados por S. mansoni e trata-
dos com artemether, um igualmente infectado po-
rém ndo tratado com artemether e, por fim, outro
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Tabela 1 - Esquema de tratamento com artemether, por via
intramuscular, nos camundongos infectados com S. mansoni.

Subgrupo N Dose  Dia de tratamento
camundongos

1 10 100 mg/kg de peso zero
2 10 100 mg/kg de peso 20 p.i.
3 10 100 mg/kg de peso 60 p.i.
4 10 50 mg/kg de peso zero
5 10 50 mg/kg de peso 20 p.i.
6 10 50 mg/kg de peso 60 p.i.
7 10 Controle infectado  N&o tratado
8 10 Livres de infeccio  Nao tratado
p.i.= poés-infeccao

subgrupo ndo infectado nem tratado, conforme
mostra a Tabela 1.

Os camundongos dos subgrupos 1 a 7 foram
infectados cada um com 60 cercarias de S. mansoni,
cepa BH, por via subcutanea. A cepa BH do trematddeo
vem sendo mantida, ha mais de 15 anos, no Laborato-
rio de Imunopatologia da Esquistossomose do Institu-
to de Medicina Tropical de Sao Paulo utilizando-se
exemplares de Biomphalaria glabrata e hamsters. O
inoculo correspondente a 60 cercarias foi obtido por
diluicdo (1:6) de aliquota que continha 1.800 cercarias
por mL, injetando-se 0,2 mL em cada camundongo. O
artemether, nas doses correspondentes a 50 e 100 mg/
kg, foi administrado por via intramuscular aos camun-
dongos dos subgrupos 1 a 6.

Avaliou-se o efeito do artemether por meio de exa-
mes de fezes quantitativos efetuados segundo o mé-
todo de Kato-Katz® na 92, 10? ¢ 11° semanas apos a
infecgdo. Oitenta dias apds o inicio do experimento
os animais sobreviventes foram sacrificados e sub-
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metidos a perfusao do sistema porta para recuperagio
e contagem dos vermes presentes, segundo técnica
recomendada por Pellegrino & Siqueira.!’ Nessa oca-
sido, determinaram-se os pesos corporal, hepatico e
esplénico de cada camundongo.

Durante todo o experimento os camundongos re-
ceberam alimentacdo e dgua ad libitum e o seu mane-
jo obedeceu as recomendagdes do Colégio Brasilei-
ro de Experimentag¢do Animal.

Os resultados foram analisados com o emprego de
testes estatisticos ndo paramétricos, utilizando-se ni-
vel de significancia de 95% (p=0,05).

RESULTADQOS

Na Tabela 2 consta o numero médio de ovos de S.
mansoni por grama de fezes obtido nos diversos lotes
de camundongos, durante a 9* ;10* e 11* semanas
apos infecgcdo. Nos subgrupos 2 e 5, tratados com
artemether aos 20 dias p.i. com, respectivamente,
doses de 100 mg/kg e 50 mg/kg, houve queda acen-
tuada no numero de ovos encontrado.

Na Tabela 3 apresentam-se os dados referentes ao
numero de vermes recuperados ap6s perfusdo do sis-
tema porta dos animais sobreviventes.

A relagdo entre os pesos hepatico e esplénico e o
peso corporal dos camundongos dos diversos grupos
estudados esta apresentada no Tabela 4. Observou-se
diferenga significativa entre os valores encontrados
nos animais dos subgrupos 2, 5 ¢ 6 ¢ os do lote de

Tabela 2 - Resultados do exame de fezes (Kato Katz) entre a 9" e 11" semanas ap6s infecgdo por S. mansoni nos camundongos

tratados ou ndo com artemether.

97 semana p.i.

Ovos/gr de fezes

10?7 semana p.i. 112 semana p.i.

239,0 168 158,4
19,2 0 0
75,4 85,7 0

163,0 125,3 112,0

0 12,0 4,8

103,2 138,0 7,2

269,3 243,0 147,0

Subgrupo Camundongos
(dose artemether) examinados
1 (100 mg/kg, dia 0) 10

2 (100 mg/kg, 20 dpi) 10

3 (100 mg/kg, 60 dpi) 6

4 (50 mg/kg, dia 0) 9

5 (50 mg/kg, 20 dpi) 10

6 (50 mg/kg, 60 dpi) 10

7 (Sem tratamento) 8

p.i.= poés-infeccao

Tabela 3 - Namero médio de vermes recuperados nos camundongos infectados por S. mansoni e tratados com diferentes

doses de artemether.

Subgrupo Camundongos Fémeas Machos Vermes
perfundidos N N N
1 10 3,0 3,85 9,0 4,07 12,0 6,97
2 10 0,1 0,31* 1,3 1,83* 1,4 1,9*
3 6 0,0 8,5 6,53 8,5 6,53
4 9 0,75 0,88 6,87 9,34 7,62 9,78
5 10 0,2 0,42* ,8 6,83 3,0 6,81
6 10 0,125 0,35* 1,75 2,71* 1,85 2,95*
7 8 1,67 2,34 6,0 8,03 7,67 10,16

*Diferenca significativa.
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Tabela 4 - Relagdo peso esplénico X 100/ peso corporal e peso hepatico X 100/ peso corporal em camundongos infetados por

S. mansoni e tratados com artemether.

Subgrupo ~ Camundongos Peso esplénico x 100/peso corp. Peso hepatico x 100/ peso corp.
examinados

1 10 1,137 0,44 6,817 1,68
2 10 0,675 0,09* 5,536 0,70*
3 6 1,078 0,24 6,732 0,56
4 9 1,262 0,80 7,426 2,31
5 10 0,704 0,22* 4,617 1,02*
6 10 0,705 0,18* 5,631 1,12*
7 8 1,46 0,60 8,021 1,85
8 10 0,402 0,09 4,443 0,80
¥

Diferencga significativa

camundongos infectados porém nido tratados com
artemether (subgrupo 7).

DISCUSSAO

A esquistossomose continua a ocupar — apos a ma-
laria — a segunda posi¢do no mundo entre as
parasitoses, em termos de extensdo de areas endémicas
e quantidade de pessoas infectadas. O tratamento com
praziquantel ¢ eficaz na reducdo da morbidade, po-
rém, falha na prevencéo da reinfecgdo. Portanto, ain-
da existem focos com elevados indices de transmis-
sdo em areas endémicas, apesar da administragéo re-
gular desta droga.'* Em vista do possivel desenvolvi-
mento de tolerancia e/ou resisténcia a essa droga, jus-
tifica-se a pesquisa de novas alternativas para a pre-
ven¢ao e cura da esquistossomose.*

A artemisinina (qinghaosu) é o principio ativo ex-
traido das folhas de Artemisia annua, uma planta
amplamente disseminada na China e que também
cresce naturalmente na Europa Central, Estados
Unidos e Argentina. Sua atividade antimaldrica foi
confirmada em 1971 e durante os Gltimos 20 anos,
mais de dois milhdes de pacientes com malaria fo-
ram tratados com esta droga e seus derivados
(artemether, artesunato e arteeter).!' A atividade
antiesquistossomotica da artemisinina foi descoberta
em 1980, quando se verificou que sua administra-
¢do a animais experimentalmente infectados com S.
Jjaponicum provocou marcada redugdo na carga de
vermes, comparada & de animais controle nao trata-
dos.!! Tais resultados foram confirmados pelos acha-
dos de Le et al” (1982) e, por sua vez, Yue et al'®
(1984) verificaram suscetibilidade de esquistos-
somulos de S. japonicum ao artemether. Nao obser-
varam, porém, nenhum efeito dessa droga sobre os
ovos do trematddeo.

Estudo experimental efetuado por pesquisadores
chineses mostrou maior atividade do artemether con-
tra S. mansoni quando a droga, empregada em dose
elevada (400 mg/kg), foi utilizada na fase de evolu-
¢do dos esquistossomulos (14 a 21 dias apds penetra-

¢a0 das cercérias), evidenciando-se menor atividade
sobre vermes adultos. Pesquisa realizada no Brasil
(Aratijo et al,2 1991) confirmou a redugdo moderada
da carga parasitaria quando o artemether foi empre-
gado em camundongos que albergavam exemplares
adultos de S. mansoni.

No presente trabalho procurou-se utilizar doses
menores de artemether, mais proximas das emprega-
das em seres humanos no tratamento da malaria, com
o objetivo de simular situacdo que podera ocorrer
em regides onde maldria e esquistossomose sdo
endémicas. Os resultados obtidos sugerem igualmen-
te maior atividade do artemether sobre os
esquistossomulos (Tabela 3). Nos animais dos
subgrupos 2 e 5 (infectados e tratados com 100 mg/
kg/peso e 50 mg/kg de peso de artemether aos 20
dias pi., ocasido em que se processa a maturagao dos
esquistossomulos), recuperou-se menor numero de
vermes apo6s a perfusdo do sistema porta. Esses re-
sultados foram confirmados pela auséncia ou baixa
contagem de ovos nas fezes de camundongos dos
mesmos subgrupos na 10* e 11°* semanas apos a in-
fecgdo (Tabela 2). Tais achados coincidem, em par-
te, com os de Xiao & Catto'? (1989) e Xiao et al®
(2000), que trabalharam com camundongos
infectados com S. mansoni e observaram que os pa-
rasitos com 14 ¢ 21 dias de idade foram os mais
suscetiveis ao artemether. Nos subgrupos tratados
com artemether, com exce¢do do subgrupo 3 que
recebeu a droga quando ja estavam plenamente de-
senvolvidos os exemplares de S. mansoni, observou-
se menor mortalidade do que no subgrupo 7, consti-
tuido por camundongos infectados por S. mansoni e
ndo tratados com artemether.

Os animais dos subgrupos 3 e 6 — tratados aos 60
dias pi. com 100 mg/kg e 50 mg/kg de peso de
artemether — apresentaram menor nimero de ver-
mes fémeas apos a perfusdo (Tabela 3) e a conta-
gem de ovos foi negativa na Gltima semana do ex-
perimento (Tabela 2). Fica, assim, evidenciada ati-
vidade antiparasitaria do artemether, principalmen-
te sobre esquistossdomulos e fémeas de S. mansoni,
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mesmo quando se utilizam doses menores dessa
droga.

No Brasil, praticamente ndo existe superposi¢cao
de areas endémicas de maldria e esquistossomose.
Entretanto, em certas regides do continente africa-
no, a transmissdo dessas parasitoses ocorre concomi-
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